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® Verfahren zur Isolierung und zur aileinigen Zuchtung von Endothelialzellen der menschlichen Homhaut (HCEC) 
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ein Verfahren zur aileinigen Zuchtung von Endothelialzellen 
der menschlichen Kornhaut (HCEC). 
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Beschreibung 

Das Endothel der menschlichen Homhaut besteht aus 
Zellen, die in vivo keine Oder nur geringe Teilungsaktivi- 
tat zeigea Die optimale Dichte der Endotheliaizellen ist 
jedocb Voraussetzung fur die FunktionstUchtigkeit der 
Homhaut und damit der Sehfahigkeit des Auges. Da- 
durch kommt dem Endothel in der Klinik bei Erkran- 
kungen und Verletzungen der Homhaut, bei Operatio- 
nen am Auge und insbesondere bei Homhauttransplan- 
tationen (Keratoplastiken) eine groBe Bedeutung zu, da 
sinkende Zelldichten des Endothels unbedingt vermie- 
den werden mtissen, Zudem wurde im letzten Jahrzehnt 
zunehmend deutlich, daB Zellen des gleichen Typs, nam- 
lich corneaie Endotheliaizellen, die jedoch aus Rinder- 
augen isoliert wurden, eine groBe Bedeutung fUr die 
zellbiologische und biochemische Forschung erhalten 
haben, da diese Zellen eine sehr starke subendotheliale 
Matrix bilden, die auf andere Zellen einen stark wachs- 
tumsfdrdernden Effekt zeigt, wobei die Charakterisie- 
rung der Matrix erst teilweise gelungen ist; zum wachs- 
tumsffirdernden Effekt vgL beispielsweise J. Clin. Invest, 
65(1960)1351. 

Aus den vorstehenden AusfOhrungen ergibt sich, daB 
die Isolierung und Zuchtung von Endotheliaizellen der 
menschlichen Homhaut ein groBes Anliegen ist, dessen 
Realisierung erstmals 1979 beschrieben wurde, sich je- 
doch noch immer als auBerst schwierig erweist; vgl. 
Arch. OphthalmoL 97 (1979) 1136. Insbesondere konn- 
ten bisher noch keine geeigneten Isolations- und KLultur- 
bedingungen gefunden werden, die eine Vermehrung 
dieser Zellen fiber einen langeren Zeitraum in vitro er- 
mttglichea Weiterhin wurde die Etablierung von Zell- 
Reinkulturen durch die Koisolierung von fibroblasten- 
ahnlichen Zellen verhindert, die ein deutlich besseres 
Wachstum zeigen. 

Da eine typische Eigenschaft cornealer Endotheliai- 
zellen in vivo ihre feste Anheftung auf Basalmembranen 
ist, erforderte die Isolierung der Zellen fur die Etablie- 
rung von Primarkulturen bisher den Einsatz sehr drasti- 
scher MaBnahmen, beispielsweise eine mechanische 
Isolierung oder Einsatz hochkonzentrierter Enzymld- 
sungen. Dadurch wird die Lebensflhigkeit der Zellen 
jedoch so herabgesetzt, daB eine Vermehrung in vitro 
nur in Ausnahmefallen mdglich ist, namlich bei Zellen, 
die von Hornhauten junger Spender oder von Embryo- 
nen isoliert wurden; vgl. beispielsweise ]. Cell. Sci, 66 
(1984)343. 

Aufgabe der Erfindung ist es, den Stand der Technik 
zu verbessern. Diese Aufgabe wird gemaB emer Aus- 
fOhrungsform der Erfindung durch ein Verfahren zur 
Isolierung von Endotheliaizellen der menschlichen 
Homhaut (HCEC) geldst, bei dem man die Homhaut 
mit einer Collagenase-L6sung behandelt 

Man kann dabei mit emer Losung einer Collagenase- 
Konzentration von 0,02 bis OA vorzugsweise 0,01 bis 0,1 
und insbesondere 0,04 bis 0,02% (Gewichtsbasis) 10 bis 
30, vorzugsweise 15 bis 20 und insbesondere 16 bis 17 h 
lang behandeln. 

Man kann aber auch zuerst mit einer Losung einer 
Collagenase-Konzentration von 0,1 bis 1, vorzugsweise 
0,2 bis 0,8 und insbesondere etwa 0,5% (Gewichtsbasis) 
0,5 bis 2 und vorzugsweise etwa 1 h behandeln und da- 
nach zusatzlich eine vorstehend beschriebene Behand- 
lung vorsehen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermdglicht erst- 
mals die schonende Isolierung von Endotheliaizellen. 
Nur die erfindungsgemaBe Langzeitinkubation ermog- 
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licht die Isolierung einer genugenden Anzahl von Zellen 
(bis etwa 200 000 pro Homhaut), urn eine Primarkultur 
anlegen zu konnen. AuBerdem bleibt durch die erfin- 
dungsgemaBe Behandlung die Vitalitat der Zellen erhal- 
5 ten, so daB erstmals eine mehrfache Subkultivierung der 
Zellen moglich wird. 

Die Wahl der Collagenase stellt einen glucklichen 
Griff dar, da beispielsweise mit Trypsin die Lebens- und 
Proliferationsfahigkeit so stark vermindert wird, daB ei- 
io ne Subkultivierung kaum moglich ist (die Zellen zeigen 
stark verlfingerte Generationszeiten) oder unmoglich 

Die Kontamination von Primarkulturen durch Fibro- 
blasten ist ein bekanntes Problem der Zellzuchtung. 
is Man kann diesem Problem dadurch begegnen, daB man 
Kultunnedien einsetzt, in denen die fur das Wachstum 
von Fibroblasten essentielle Aminosaure L-Valin durch 
D-Valin ersetzt wird; vgL beispielsweise Cell, 5 (1975) 1 1. 
Die Wirksamkeit dieses Kultursystems wird allerdmgs 
a dadurch eingeschrankt, daB fur die Ztichtung von 
menschlichen Zellen Serum zugesetzt werden muB, das 
sowohl L-Valin als auch Wachstumsfaktoren enthalt, die 
die Proliferation von Fibroblasten fordern, beispielswei- 
se den Plateled-Derived-Growth-Factor, 
25 GemaB einer weiteren AusfOhrungsform der Erfin- 
dung wird nun ein Verfahren zur alleinigen Zuchtung 
von Endotheliaizellen der menschlichen Homhaut 
(HCEC) vorgesehen, bei dem man ein Medium, das ver- 
unreinigende Zellen (insbesondere Fibroblasten) elimi- 
30 niert und f rei von Fibroblasten-Proliferatipn fdrdemden 
Wachstumsfaktoren ist, mit einem Gehalt an Serum ver- 
wenden, 

(a) aus dem L-Valin und 

(b) die Wachstumsfaktoren entfernt worden sind. Bei- 
35 spiele sind Medien auf Basis von Ham-F12, Medium- 

199, MinimumEssential-Medium (MED), Isove's-Modi- 
fied-MEM und/oder RPMI1640. Diese Medien bieten 
optimales Zellwachstum mit Zelldichten von 4 bis 
6 x 10 4 und Generationszeiten von 24 bis 50 h, wobei 
40 sich eine Mischung (1 :1) von Ham-F12 mit Medium-199 
als besonders geeignet erwies. 

Beispielsweise kann man ein Medium mit einem Ge- 
halt an Serum verwenden, aus dem L-Valin durch Dialy- 
se entfemt worden und ggf. ein GroBteil gleichzeitig 
45 entfemter niedermolekularer Substanzen durch ROck- 
dialyse rOckgefuhrt worden ist. Die Entferaung von 
L-Valin laBt sich beispielsweise durch mehrmalige Dia- 
lyse gegen Wasser und die ROckfOhrung niedermoleku- 
larer Substanzen beispielsweise durch Ruckdialyse ge- 
50 gen ein von L-Valin freies Medium errekshen. 

Femer kann man ein Medium mit einem Gehalt an 
Serum verwenden, aus dem die Wachstumsfaktoren 
durch Adsorption an einer Adsorbersubstanz entfemt 
worden sind Beispiele fur derartige Adsorbersubstan- 
55 zen sind die verschiedenen Chromatographiemateria- 
Hen, wie Sephadexe, wie Carboxymethyl-Sephadex 
(CM-Sephadex), beispielsweise Carboxymethyl-Sepha- 
dex-C50 (etwa vom pH 6,0, beispielsweise bei Pufferung 
mit Natnumphosphat). Die Verwendung von Medien 
so mit einem Gehalt an erfindungsgematt vorbehandelten 
Seren reduziert die Wachstumsbedmgungen fOr Fibro- 
blasten so stark, daB diese Zellen nach 4 bis 6 Passagen 
aus den Endothelialzell-Kulturen eliminiert sind. Was 
die Teilungsaktivitat der Endotheliaizellen betrifft, so 
es sind die erfindungsgemaB vorbehandelten Seren in 
Konzentrationen von 10 bis 30 Gew.-% (auf Basis des 
Mediums) besonders forderlich. 
Beispiele fur Seren sind NCS, FCS und Humanseren, 
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wobei NCS/FCS-Gemische bevorzugt werden, bei- Medium gespfllt Die nach jedem SpOlen gewonnenen 

spielsweise in einer Menge von jeweils 7,5 Gew.-%. Zellen werden 5 min lang bei 800 bis 900 U/mm abzen- 

Auch Humanserum wirkt proliferationsfordernd, je- trifugiert und geerntet, wonach man den Oberstand ab- 

doch erweisen sich die beiden anderen Seren und deren saugt und die Zellen in Selektionsmedium resuspendiert 

Gemische bei der Begutachtung der Zellen nach morp- s (F12/lscove's-Modified-MEM-Gemisch (1:1) frei von 

hologischen Kriterien als bevorzugt L- Valin { - IF; Seromed), jeweils 7 ,5 Gew.-% dialysier- 

Weiterhin wird das Wacbstum der Endothelialzellen tes und mit CM-Sephadex behandeltes NCS und FCS, 

durch Zugabe von Rbroblasten-Wachstumsfaktor, 0,08 Gew.-% Chondroitinsulfat 523 mgD-Valin/1, 0,4 ul 

DMSO, Chondroitinsulfat konditioniertem Tumorzel- rohes FGF/ml, 50 ul Gentamycin/ml, 0,04 Gew.-% 

len-Medium (frei von L~ Valin) und/oder Gentamycin | 0 DMSO und 10 Gew.-% L-Valin freies konditioniertes 

gefordert Als Fibroblasten-Wachstumsfaktor eignet Hepatoma-Zell-Mediumji Die Zellen jedes Prapara- 

sich beispielsweise eine aus SchweinehirnisoIierteFrak- tionsschrittes werden in einem Loch (2 cm 2 ) einer 

tion mit einem Gehalt an Fibroblasten-Wachstumsfak- 24-Loch-Platte ausgesat Die Platte wurde vorher mit 

tor (FGF), deren Optimum bei etwa 0,4 ug/ml Kultur- einem Lammin/Chondroitinsulfat-Gemisch in Selek- 

medium liegt; vgl. auch J. Biol. Chem, 253 (1978) 1222, 15 tionsmedium (1 ug/500 ug/cm 2 ) beschichtet, 04 h lang 

DMSO kann man beispielsweise in einer Menge von bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend einmal 

0,004 Gew.-°/o zusetzen. DerZusatz von Chondroitinsul- mit PBS gespfllt Die Zellen werden in einem Kohlen- 

fat zum Medium kann beispielsweise im Bereich von dioxidbrutschrank bei Kohlendioxidsattigung (5%) und 

0,03 bis 0,1 Gew.-% liegen. Bei dem konditionierten Tu- 37° C inkubiert. Das Medium wird alle zwei bis drei 

morzellen-Medium kann es sich um ein Hepatoma-Zell- 20 Tage gewechselt Nach vier bis fiinf Tagen ist ein dich- 

Medium in einer Menge von beispielsweise etwa 10 ter, einschichtiger Zellrasen entstanden; die Primarkul- 

Gew.-% handeln. tur kann nun subkultiviert werden. Die ko-isolierten Fi- 

Es hat sich gezeigt, daB sich nach vollstandiger Elimi- broblasten wachsen unter den selektiven Kulturbedin- 

nierung der Fibroblasten durch die Selektionierung und gungen nfcht, wobei das Absterben dieser Zellen raikro- 

f emer ggf. klonale Aussaat der Endothelialzellen (4 bis 6 25 skopisch verfolgt werden kann. 
Passagen) die Kulturbedingungen durch einen Wechsel 

auf ein Medium mit einem Gehalt an L- Valin (gegebe- Beispiel 2: Gewinnung von ZellOberstanden von HCEC 
nenfalls frei von D- Valin) noch weiter verbessern lassen. 

So laBt sich eine Langzeitkultivierung von mehr als 10 Es werden HCEC von in Organkultur gehaltenen 

Passagen mit einer hohen Verdunnung der Zellen bei 30 Spenderhornhauten gemaB Beispiel 1 isoliert und in Se- 

ihrer Aussaat erreichen. lektionsmedium kultiviert Die Primarkulturen werden 

lnteressanterweise laBt sich die Endothelialzellen- folgendermaBen subkultiviert Das Medium wird von 

Proliferation unter Ausbildung der typischen morpholo- dsn Zellen abgesaugt und der Zellrasen einmal mit PBS 

gischen Zellmerkmale noch weiter dadurch ffirdern, daB gespOlt Danach wird ein Film einer 0,05-proz. Trypsin- 

man die KulturgefaBe, die vorzugsweise aus Plastikma- 35 Losung (mit 0,02% EDTA) auf die Zellen gegeben und 

terial bestehen. mit Substraten beschichtet, beispiels- nach einigen Sekunden abgesaugt. Man inkubiert 5 min 

weise mit aus Basalmatrizes von Zellen isolierten Sub- lang, nimmt die abgeldsten Zellen in 2 ml Selektionsme- 

straten, beispielsweise Collagen (wie Typ IV), Laminin dium auf und sat erneut in einem beschichteten Kultur- 

und/oder Chondroitinsulfat, beispielsweise durch ein gefaB (10 cm 2 ; 6-Loch-Platte; Greiner) aus. Nach Kon- 

Laminin/Chondroitinsulfat-Gemisch, beispielsweise in w fluenz der Zellen (3 bis 6 Tage) wird erneut subkulti- 

einer Menge von etwa 1 ug/500 ug/cm 2 . viert; die Zellen werden in einem Verhaltnis von 1 A bis 

Fur die unter erfindungsgemaBen Bedingungen in vi- 1 :10 in neuen KulturgefftBen ausgesat Die Subkultivie- 

tro kultivierten Endothelialzellen lassen sich nach etwa rung erfolgt bis zur vierten bis sechsten Passage in Se- 

7 bis 8 Passagen Zelldichten entsprechend einer Zell- lektionsmedium, danach wird auf nonnales Valin ent- 

tnenge von 7 bis 10 x 10* Zellen (auf Basis einer einzigen 45 haltendes Wachstumsmedhim umgestellt (M199/F12- 

Spenderhornhaut) erreichen. bzw. M199/F99-Gemisch (1:1), angereichert mit 10% 

Nachstehend wird die Erf indung durch Beispiele na- NCS, 0,08% Chondroitinsulfat 0,4 ul FGF/ml und 50 ug 

hererlautert Gentamycin/ml. Durch die beschriebene Subkultivie- 
rung kann man nach etwa 6 Passagen 3 bis 6 x 10 7 Zellen 

Beispiel 1 : Isolierung von HCEC und Etablierung einer 50 von einer einzigen Homhaut isolieren. Diese Zellen 

Primarkultur in einem Selektionsmedium werden in Wachstumsmedium in Kulturflaschen 
(175 cm 2 ) ausgesit Nach Konfiuenz der Zellen (3 bis 

Die exzidierte Spenderhornhaut eines 45-jahrigen 4 x 10 6 Zellen/Flasche) wird das Medium abgesaugt der 
Verstorbenen wird nach etwa zweiwochiger Organkul- Zellrasen einmal mit PBS gespfllt und serumfreies F99 
tur (MEM, angereichert mit 10% FCS und 1% Chon- 5s (40 ml) auf die Zellen gegeben (angereichert mit 0,08 
droitinsulfat; inkubiert bei 32°C) wie folgt prapariert Gew.-% Chondroitinsulfat 50 ug Gentamycin/ml und 
Die Hornhaut wird mit einer isotonischen PufferlBsung 5 ug Transferrin/ml). Die Zellen kfinnen so 48 bis 72 h 
(beispielsweise PBS) abgespOlt und in ein Loch einer serumfrei gehalten werden. bis die Oberstinde abge- 
24-Loch-Gewebekultur-Platte (Greiner) UberfOhrt, wo- nommen, gesammelt und bei -20°C eingefroren wer- 
bei die Endothelseite nach oben gerichtet ist Auf das « dea Diese Prozedur kann 4 bis 5 mal wiederholt wer- 
Endothel wird far 1 h eine 0,5-proz. CoIlagenase-LBsung den, wenn die Zellen nach dem "Hungern" 4 bis 6 Tage 
in PBS gegeben; das Endothel der Hornhaut wird dann lang erneut mit Wachstumsmedium inkubiert werden. 
mit dem im folgenden naher spezifizierten Selektions- 
medium mit einer 20ml-Spritze abgespOlt die mit einer AbkOrzungen: 
dunnenKan0le(z.B.Nr. 14)versehenistNacherneutem es 

SpOlen in PBS wird das Endothel nun fur 16 bis 1 7 h mit HCEC humane corneale Endothelialzellen 

einer 0,04-proz. Collagenase-Losung behandelt und ent- FCS fotales Kalberserum 

sprechend den vorstehenden Angaben wiederholt mit NCS Serum von frisch geborenem Kalb 
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FGF Hbroblasten-Wachstumsfaktor 
DMSO Dimethylsulfoxid 
F12Ham-F12(Medium) 
Ml 99 Medium 199 

MEM Minimum-Essential-Medium 5 
RPMI-1640 Medium RPMI-1640 
PBS Phosphat-PufferlSsung 
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure 

Patentanspriiche 10 

1. Verfahren zur Isolierung von Endothelialzelien 
der menschlichen Hornhaut (HCEC), dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man die Hornhaut mit einer 
Collagenase-Losung behandelt is 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB man mit einer Ldsung einer Collage- 
nase-Konzentration von 0,002 bis OA vorzugsweise 
0,01 bis 0,1 und insbesondere 0,04 bis 0,2% (Ge- 
wichtsbasis) 10 bis 30, vorzugsweise 15 bis 20 und 20 
insbesondere 1 6 bis 1 7 h lang behandelt 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet daB man 

(a) zuerst mit einer Ldsung einer Collagenase-Kon- 
zentration von 0,1 bis 1, vorzugsweise 0,2 bis 0JS 25 
und insbesondere etwa 0,5% (Gewichtsbasis) 0,5 
bis 2 und vorzugsweise etwa 1 h lang behandelt und 

(b) danach mit einer Collagenase-Losung gemaB 
Anspruch 2 behandelt 

4. Verfahren zur alleinigen Ziichtung von Endothe- 30 
lialzellen der menschlichen Hornhaut (HCEC), da- 
durch gekennzeichnet daB man em Medium, das 
verunreinigende Zellen (insbesondere Fibrobla- 
sten) eliminiert und frei von Fibroblasten-Prolifera- 
tion fdrdernden Wachstumsfaktoren ist mit einem 3s 
Gehalt an Serum verwendet 

(a) aus dem L-Valin und 

(b) die Wachstuchsf aktoren entfernt worden sind. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man ein Medium auf Basis von Ham- 40 
F12, Medium- 199, Minimum-Essential-Medium 
(MED), Iscove's-Modified-MEM und/oder RPMI- 
1640 verwendet 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man ein Medium mit einem Ge- 45 
halt an Serum verwendet, aus dem L-Valin durch 
Dialyse entfernt worden ist 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Me- 
dium mit einem Gehalt an Serum verwendet, aus so 
dem L-Valin durch Dialyse entfernt worden ist und 
ein GroBteil gleichzeitig entfernter niedermoleku- 
larer Substanzen durch Ruckdialyse ruckgefuhrt 
worden ist. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 55 
spruche, dadurch gekennzeichnet daB man ein Me- 
dium mit einem Gehalt an Serum verwendet aus 
dem die Wachstumsfaktoren gemaB Anspruch 4 
durch Adsorption an einer Adsorbersubstanz ent- 
fernt worden sind, beispielsweise einem Chromato- eo 
graphiematerial wie Sephadex und insbesondere 
CM-Sephadex-C50. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet daB man ein Me- 
dium mit einem Gehalt an gemaB Anspruch 5, 6 65 
und/oder 7 behandeltem NCS, PCS und/oder Hum- 
anserum verwendet. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
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spruche, dadurch gekennzeichnet daB man ein Me- 
dium mit einem zusatzlichen Gehalt an Fibrobla- 
sten-Wachstumsfaktor, DMSO, Chondroitinsulfat 
konditiomertem Tumorzellen-Medium (frei von 
L-Valin) und/oder Gentamycin verwendet 

1 1. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruch e, dadurch gekennzeichnet, daB man nach 
Eliminierung verunreinigender Zellen in einem 
L-valinhaltigen Medium mit einem Gehalt an ggf. 
unbehandeltem Serum kultiviert 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprflche, dadurch gekennzeichnet daB man mit syn- 
thetischen oder aus natOrlichem Material gewon- 
nenen Substraten, beispielsweise mit aus Basalma- 
trizes von Zellen isolierten Substraten, wie Lami- 
nin. Collagen und/oder Chondroitinsulfat behan- 
delte KulturgefSBe verwendet 



